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POVZETEK  
Biološko staranje in fotostaranje vzajemno delujeta na naš organizem in ga privedeta do 
vidnih in nevidnih znakov staranja. Na biološko staranje ne moremo vplivati, lahko pa 
omejimo posledice fotostaranja, povzročene predvsem zaradi neodgovornega izpostavljanja 
UV žarkom. Pri tem nas najbolje ščitijo antioksidanti, tako naravno prisotni, zaužiti s hrano 
in tisti, ki jih nanašamo s kozmetiko. Zavedanje škodljivih učinkov je vse večje, posledično 
je uporaba takšnih izdelkov vse večja, med njimi tudi kozmetičnih serumov, ki predstavljajo 
koncentrirane izdelke z antioksidanti. 
Antioksidanti so snovi, ki preprečijo, upočasnijo ali odstranjujejo posledice oksidativnega 
stresa, ki ga povzročijo reaktivne zvrsti, in s tem obvarujejo tarčne molekule pred 
poškodbami. Človeško telo samo sicer proizvaja nekatere antioksidante, vendar je to 
premalo za obrambo pred vsemi poškodbami. Uporaba in proučevanje izdelkov z 
antioksidanti je tako pomembna, saj s poznavanjem delovanja spojin, kombinacije v izdelkih 
in ugotavljanja učinkovitosti ob redni uporabi, lahko pomagamo in omejimo oksidativne 
poškodbe ter tako preprečujemo vidne znake staranja kože, kot tudi morebitne poškodbe 
DNA, kar lahko vodi v nepopravljive mutacije. 
Diplomsko delo je temeljilo na vrednotenju antioksidativne kapacitete izbranih brezvodnih 
kozmetičnih serumov istega proizvajalca z uporabo DPPH metode. S pomočjo 
mikrotitrskega čitalca in dobljenih absorbanc smo izračunali efektivno koncentracijo (EC50), 
rezultate pa smo nato primerjali in tako ugotovili, kateri izmed vzorcev ima najvišjo 
antioksidativno kapaciteto. Nekateri vzorci so vsebovali tudi fenolne spojine, zato smo vsem 
pomerili še vsebnost fenolnih spojin s Folin – Ciocalteu metodo. Prisotnost fenolnih spojin 
smo lahko zaznali tudi zaradi spremembe barve vzorca v modro. 
Vsi izbrani izdelki so izkazovali antioksidativne lastnosti, le da smo v določenih primerih 
pričakovali drugačne rezultate, kot smo jih izmerili oz. izračunali. Vrednosti EC50 so se 
posledično precej razlikovale, nekatere so bile celo boljše od kontrolne raztopine alfa 
tokoferola. Vsebnost fenolnih spojin smo pomerili vsem vzorcem, čeprav smo vedeli, da jih 
vsi ne vsebujejo. Pričakovali smo vsebnost v treh izmed petih izdelkov, vendar se je po 
izvedbi Folin – Ciocalteu metode izkazalo, da fenolne spojine vsebujeta le dva izdelka. 
Dobljen rezultat se od pričakovanega verjetno razlikuje zato, ker nismo poznali količinske 
sestave vzorcev. 
Ključne besede: antioksidanti, polifenoli, DPPH, Folin – Ciocalteu metoda, kozmetični 
serumi.  
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ABSTRACT 
Biological ageing and photoageing work well together which leads our body to visible as 
well as invisible sighs of ageing. We cannot stop the biological ageing; however, 
photoageing, which is mostly the consequence of irresponsible exposure to the UV light, can 
be controlled. Luckily, there are antioxidants that are naturally present in our body. In 
addition, some antioxidants we consume through food, some we apply with cosmetics, which 
work as a shield, protecting us from hazard. Due to knowledge of possible damage, more 
and more cosmetics with antioxidants are used, even more, cosmetic sera are relatively new 
on the market and represents higher concentrations of antioxidants.  
Antioxidant is a substance that can prevent and eliminate the consequences of oxidative 
stress. This is the main result of reaction with reactive species resulting the target molecule 
is being protected. The use and research of the benefits of cosmetics with antioxidants helps 
us to understand their activity, impact on the other substances in the products and the overall 
efficiency, when it is in constant use. We can also limit the oxidative stress, slow down the 
signs of ageing and prevent the irreversible damage of molecules, which leads into mutations 
in our body, if we are aware of the consequences external factors can induce. 
The main aim of this work was to validate the antioxidant capacity of selected anhydrous 
cosmetic sera from the same manufacturer with the use of DPPH method. Microtiter plate 
reader was used to measure the absorbance of the samples, then the effective concentration 
(EC50) was calculated and the results were being compared. The results revealed which 
cosmetic sera are efficient in oxidative defence. Due to some cosmetic sera, that contain 
phenolic compounds, also the phenolic compound content with the use of Folin – Ciocalteu 
method was being measured. Moreover, the reaction was possible to determine organoleptic 
due to colour change in blue; the bluer the colour the higher content of phenolic compounds. 
All the cosmetic sera samples contained at least one antioxidant and also all expressed 
antioxidative properties, although the results of measurements were different than the 
expectations for some samples. The EC50 concentrations were quite different among the 
samples; some were even lower than the alfa tocopherol; the lower the concentration, the 
higher antioxidant capacity. The expectation of the presence of phenolic compounds was in 
three out of five samples, yet, the measured results and the organoleptic ones showed 
presence only in two of them. Lack of quantitatively composition of the samples may be one 
of the reasons for those results. 
Keywords: antioxidants, phenols, DPPH, Folin – Ciocalteu method, cosmetic sera. 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
A absorbanca 
AO antioksidant 
DNA deoksiribonukleinska kislina (Deoxyribonucleic Acid) 
DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 
EC50 polovična efektivna koncentracija (Effective Concentration) 
EUK 134 
 
GAE 
Etilbisminometilgvajakol manganov klorid 
(Ethylbisiminomethylguaiacol manganese chloride) 
galna kislina 
INCI mednarodna nomenklatura za kozmetične sestavine (International 
Nomenclature of Cosmetic Ingredients) 
IR infrardeče sevanje 
KAS kozmetično aktivna sestavina  
RNS reaktivne dušikove zvrsti (Reactive Nitrogen Species) 
ROS reaktivne kisikove zvrsti (Reactive Oxygen Species) 
SD standardni odklon (Standard Deviation) 
SE standardna napaka (Standard Error) 
SOD superoksid dismutaza 
UV ultravijolično sevanje 
UV - A ultravijolično sevanje tipa A 
UV - B ultravijolično sevanje tipa B 
UV - C ultravijolično sevanje tipa C 
UV – VIS ultravijolično – vidno (Ultraviolet –Visible) 
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1. UVOD 
Naš življenjski slog se v veliki meri odraža na našem največjem organu – koži. Slaba dva 
kvadratna metra naše kože imata ključno vlogo pri fizioloških procesih, ki zagotavljajo 
normalno delovanje našega telesa, hkrati pa predstavljata pomemben stik z okolico in 
preprečujeta izgubljanje telesu pomembnih snovi, s čimer pripomoreta k ohranjanju 
vlažnosti, elastičnosti in zdravemu videzu kože. Poleg prehranjevanja in telesne aktivnosti v 
veliki meri k ravnovesju naše kože prispeva pravilna in dosledna skrb za kožo. Kozmetična 
industrija se zaveda pomembnosti izgleda kože na posameznikovo samozavest, kar se odraža 
v vse večjem naboru kozmetičnih izdelkov, namenjenim vsem starostnim skupinam in tipom 
kože (1).  
Kozmetični izdelki so po definiciji »snovi ali zmesi, namenjene stiku z zunanjimi deli 
človeškega telesa (povrhnjico, lasiščem, nohti, ustnicami in zunanjimi spolnimi organi) ali 
z zobmi in sluznico ustne votline zaradi izključno ali predvsem njihovega čiščenja, 
odišavljanja, spreminjanja njihovega videza, njihovega varovanja, ohranjanja v dobrem 
stanju ali korekcije telesnega vonja« (2). Ta definicija in ostale trditve, zapisne v Uredbi o 
kozmetičnih izdelkih ES 1223/2009, tako ločujejo kozmetične izdelke od prehranskih 
dopolnil in zdravil (2). 
Veliko vrednost in razlikovanje med izdelki pa predstavljajo predvsem sestavine, vključene 
v izdelku. Te so ključnega pomena, saj je od njihovih koncentracij, lastnosti in 
prepoznavnosti odvisna njihova cena, uporaba, delovanje in učinek na koži. Precejšni del 
kozmetike je namenjene predvsem zreli koži in posledično preprečevanju znakov staranja 
(npr. gub), pri čemer lahko v ospredje postavimo antioksidante. S svojim delovanjem ne le 
da omejujejo oksidativne poškodbe, ampak posledično prispevajo tudi k izgledu kože. 
Delovanje in učinek antioksidantov je odvisno od koncentracije v izdelku, zaradi česar se v 
negi kože vse bolj uveljavljajo kozmetični serumi (3, 4). 
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1.2. KOZMETIČNI SERUMI 
Zdrava in na pogled lepa koža je v današnji družbi pomemben atribut in ima hkrati velik 
vpliv na samozavest posameznika. Med široko paleto že znanih izdelkov se vedno znova 
pojavljajo novi izdelki, z novimi, učinkovitejšimi kozmetično aktivnimi sestavinami (KAS).  
Serumi, vse pogostejši izdelki v rutini negovanja kože, predstavljajo nov dostavni sistem, na 
osnovi vode ali olja, katerih namen je, odvisno glede na vsebujoče sestavine, izboljšanje 
strukture kože, glajenje, vlaženje, zaščita proti staranju, regeneriranje, hkrati pa poskrbijo za 
zadostno preskrbo kože s pomembnimi vitamini in antioksidanti, ključnimi sestavinami proti 
staranju kože. Uporabljajo se po čiščenju in pred nanosom kreme. Po navadi so shranjeni v 
majhnih stekleničkah, zaščitenimi pred svetlobo, pokrovček pa vsebuje tudi kapalko za lažje 
odmerjanje. Glavna naloga seruma je, da z ustreznimi sestavinami spodbudi kožo k 
regeneraciji. Zaradi večjih koncentracij KAS imajo serumi večji učinek in izkazujejo 
obetavnejše rezultate, hkrati pa v negovalni rutini kot predhodniki krem omogočajo njihovo 
boljše delovanje. Priporočena je tudi dodatna uporaba krem z zaščitnim faktorjem, saj sami 
kozmetični serumi z antioksidanti ne vsebujejo UV filtrov, ki bi nudili zaščito pred sončnimi 
žarki. Najpogosteje lahko zasledimo serume, ki vsebujejo dolgo uporabljene in znane 
sestavine, antioksidante, kot je na primer vitamin C oziroma njegovi derivati, resveratrol, 
retinol (3, 4, 5, 6). 
Vsekakor pa je vredno izpostaviti dejstvo, da tako kot vsi ostali izdelki ne delajo čudežev, 
jih tudi kozmetični serumi ne. Le z redno, disciplinirano uporabo in ob ustreznem čiščenju, 
zdravem življenjskem slogu in manjšem izpostavljanju soncu, so rezultati po določenem 
času vidni in zadovoljivi (5, 6).  
 
1.3. KOŽA 
1.3.1. Zgradba kože 
Koža predstavlja mejo med notranjostjo in zunanjostjo človeškega telesa in odigra ključno 
vlogo pri številnih procesih. Kot največji človeški organ, odraža posledice stanj v telesu, 
preprečuje naseljevanje patogenov, regulira temperaturo, izloča znoj in loj, je občutljiva na 
dražljaje iz okolja in sodeluje pri sintezi vitamina D (7). 
Zgradba kože je pri vseh ljudeh enaka, tipov kože pa je več in se od posameznika do 
posameznika razlikujejo. Razdeljena je na tri glavne plasti (1).  
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Povrhnjica ali epidermis je najtanjši in najbolj zunanji del kože, ki je v stiku z okoljem, 
hkrati pa njena struktura največ prispeva k zunanjemu videzu. Njena debelina je odvisna od 
predela telesa. Potrebne snovi dobiva iz spodnjih plasti, saj v povrhnjici ni veziva in žil. 
Sestavljena je iz več plasti, ki prispevajo k obliki in strukturi celotne povrhnjice. V bazalni 
ali zarodni plasti nastajajo keratinociti, ki se v procesu deskvamacije (tj. zorenje celic) 
pomikajo proti površini in so glavni gradniki povrhnjice. V tej plasti najdemo tudi 
Langerhansove celice, sodelujoče pri imunskem odzivu, melanocite z melanosomi, 
proizvajalci melanina, ki dajejo barvo koži in lasem, hkrati pa zrnca melanina absorbirajo 
ultravijolične žarke, kar prepreči nastanek radikalov. Tu se nahajajo tudi Merklove celice, 
dovzetne na dotik. Bazalni plasti sledi trnasta plast, sestavljena iz več plasti keratinocitov, 
prisotni so tudi organeli, celice izločajo keratin, med seboj pa so tesno povezane s 
keratinskimi vlakni in dezmosomi, kar povrhnjici daje mehansko odpornost in prispeva k 
njeni zgradbi. Sledi zrnata plast, ki vsebuje že bolj sploščene celice, kot zadnja plast 
povrhnjice pa je rožena plast, kjer se keratinociti spremenijo v korneocite. Najbolj znan opis 
rožene plasti je model »malte in opeke«, kjer opeko predstavljajo korneociti, malto pa 
vmesni medcelični lipidi. Rožena plast je zaradi brez jedrnih korneocitov mrtva plast, ki 
poleg proteinov in vode vsebuje veliko količino lipofilnih spojin (lipidi, ceramidi), s 
pomočjo katerih se ustvari neprepustna plast za vodo, ki hkrati varuje spodnje dele kože pred 
izsušitvijo (1, 7).  
Povrhnjico in usnjico loči bazalna membrana s kolagenom, ki se v procesu staranja splošči, 
kar lahko zasledimo tudi preko organoleptičnih sprememb (1).  
Srednja plast je usnjica ali dermis, ki je debela od 2 do 3 mm. Prepletena je z žiljem, žlezami 
in živci. Prisotne celice, kot so fibroblasti, pa v vezivnem tkivu tvorijo kolagenska in 
elastinska vlakna, pomembna pri zagotavljanju mehanskih lastnosti kože. Tu se nahajajo še 
makrofagi in adipociti, vendar pa se celice v usnjici ne delijo tako hitro, kot se v povrhnjici. 
Za dober tonus usnjice je ključna večja prisotnost higroskopne hialuronske kisline (1, 7). 
Usnjici sledi podkožje ali subcutis, ki je najbolj oddaljeno od zunanjega okolja, a ima kljub 
temu pomembno vlogo pri izgledu kože. Z vezivnim tkivom, žilami in živci prepletene 
maščobne celice imajo, poleg vloge zaščite notranjih organov, skladiščenja lipidotopnih 
vitaminov in energije, vlogo pri premikanju kože, kar telesu daje obliko in se odraža v 
napetosti kože (1).  
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1.3.2. Staranje kože  
Ljudje se staranju ne moremo izogniti. Degenerativne spremembe prevladajo nad 
regenerativnimi, delovanje intrinzičnih ali bioloških dejavnikov pa podkrepijo še 
ekstrinzični ali zunanji dejavniki. Skupek delovanja vseh dejavnikov se posledično odraža v 
videzu in občutku na koži (8). 
Biološko staranje je zapisano v naših genih, nanj vplivajo tudi hormoni in imunska 
sposobnost posameznika. Procesa ne moremo ublažiti ali omejiti, saj strukture v organizmu 
izgubijo sposobnost adaptacije na spremembe. Posledice se odražajo na površini kože, ki 
postaja vse bolj suha ali kserozna, bleda, hrapava, rane se celijo počasneje, pojavljajo se 
gube, vnetja so pogostejša, pojavljajo se tudi pigmentacije. V povrhnjici se posledično 
zmanjša število celic, razmnožujejo se počasneje, keratinociti postajajo vse bolj ploščati že 
v zarodni plasti, sposobnost zadrževanja vode se zmanjša, kar posledično pomeni večjo 
transepidermalno izgubo vode. V usnjici so spremembe očitnejše v primerjavi s povrhnjico. 
Debelina se prične tanjšati, elastičnost je zaradi manjše količine kolagena in elastina manjša, 
prav tako se zmanjša prekrvavljenost, število lojnic in znojnic ter sposobnost hitrega celjenja 
po poškodbi (7, 8). 
Na drugi strani pa na ekstrinzično staranje ali fotostaranje lahko vplivamo in zmanjšamo 
njegov vpliv, v kolikor zmanjšamo izpostavljenost škodljivim dejavnikom iz okolja, 
predvsem UV svetlobe, v manjši meri pa tudi kajenja, izpostavljanja ekstremnim razmeram, 
kemikalijam (7, 8)…  
 
1.3.3. Vpliv UV svetlobe na staranje 
Ena izmed teorij staranja je radikalska teorija, kjer so glavni krivci za staranje vplivi 
reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) in reaktivnih dušikovih zvrsti (RNS), pridružujejo pa se 
jim tudi notranji dejavniki. Nastali radikali ROS in RNS sodijo med reaktivne zvrsti, ki 
povzročijo poškodbo DNA, lipidov in proteinov, in ker se s staranjem koncentracija in 
aktivnost naravno prisotnih antioksidantov v telesu zmanjšuje, so možnosti za poškodbe vse 
večje (7).  
Sončna svetloba s svojo energijo ogreva naš planet in omogoča življenje na Zemlji. 
Sestavljena je iz vidne svetlobe, infrardeče (IR) svetlobe in ultravijolične (UV) svetlobe. 
Slednja je ravno dovolj energijsko bogata za povzročitev neželenih učinkov in predstavlja 
osrednji dejavnik fotostaranja. UV spekter je razdeljen na tri dele: UV – C, UV – B in UV – 
A. UV – C ima najkrajšo valovno dolžino, a največjo energijo (7, 8).  
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K sreči ta del UV spektra ne prodre do površja Zemlje, saj ga atmosfera v večini absorbira. 
To pa ne velja za UV – B del spektra, ki po valovni dolžini sledi UV – C delu, energijsko pa 
je šibkejši. Zaradi sposobnosti prodiranja do površine Zemlje ima velik vpliv na našo kožo. 
Poleg tega, da na površini kože povzroči opekline, je za absorpcijo zelo dovzetna DNA – 
nastale spremembe se lahko odražajo v mutacijah. Z najdaljšo valovno dolžino in najmanjšo 
energijo, ki prav tako prodre do površja Zemlje in ima signifikanten vpliv na kožo (absorbira 
se vse do zgornjega dela podkožja), je UV – A del spektra. Sposobnost indukcije ROS 
postavlja UV –A spekter na sam vrh nevarnosti za kožo in ima posledično največji vpliv na 
fotostaranje kože (7, 8).  
Koža je v neki meri samozadostna za preprečevanje vplivov UV s prisotnimi kromofori, 
sposobnimi absorbiranja UV spektra, njihovo delovanje pa je podobno učinkom v kremah 
prisotnih UV filtrov. Pod vplivom svetlobe je naravni mehanizem obrambe človeške kože 
rjavo obarvanje, kar je posledica sinteze melanina. Melanin je pigment, ki ga proizvajajo 
melanociti v zarodnem delu povrhnjice in je shranjen v organelih – melanosomi, količina 
melanina v koži pa določa barvo kože (1, 7).  
Problem nastane, ko smo soncu preveč izpostavljeni in naravni mehanizmi obrambe ne 
sledijo spremembam, njihova sposobnost zaščite postaja šibkejša in nezadostna. Posledica 
vseh vplivov, največ UV – A in UV – B sevanja, je tako že omenjeno fotostaranje ali 
dermatohelioza. Prispevek UV – A spektra na fotostaranje je posreden, a zelo pomemben. 
Nastanek ROS povzroči oksidacije proteinov, lipidov ali nukleinskih kislin, to pa vodi v 
strukturne spremembe v koži. UV – B prispevek k fotostaranju pa je bolj neposreden, saj 
lahko poškoduje genom (7). 
Sončna svetloba je bogat vir energije, toplote, omogoča sintezo vitamina D, ugodno vpliva 
na psihološko plat, žal pa ima ob neodgovornem izpostavljanju resne posledice. Fotostaranje 
podkrepi intrinzično staranje, zaradi česar se oslabijo funkcije imunskega sistema, sinteza 
kolagena in elastina, celjenje ran je počasnejše, estetski vidik izpostavljene kože je očitno 
drugačen, vplivi na molekule DNA, lipide in proteine pa lahko povzročijo nepopravljive 
mutacije. Skrb za dosledno uporabo zaščitnih sredstev in odgovornejšega izpostavljanja 
sončnim žarkom je torej ključ za lepo, zdravo kožo in upočasnjeno staranje (1, 7, 8). 
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1.4. ANTIOKSIDANTI 
1.4.1. Splošno o antioksidantih 
Antioksidanti (AO) so vse večji spremljevalci sodobnega življenja. Po definiciji je 
antioksidant »vsaka snov, ki upočasni, prepreči ali odstrani možnost oksidativne poškodbe 
tarčne molekule« (7), zasledimo pa jih lahko v zdravilih, prehranskih dopolnilih in 
kozmetičnih izdelkih. Njihova razširjena uporaba je upravičljiva, saj s svojimi mehanizmi 
delovanja ugodno vplivajo in ščitijo človeško telo. Seveda pa tako kot nobena druga stvar, 
tudi AO niso brez neželenih učinkov. S pretirano in nerazumno uporabo lahko naredimo več 
škode kot koristi, antioksidativno delovanje pa se pretvori v prooksidativno (7).  
V reakcijah reagirajo kot reducenti, tako da oddajo vodikov atom ali elektron in tako 
povzročijo, da se reaktivni radikal reducira v manj reaktivno in bolj stabilno obliko. AO je 
lahko endogenega izvora (encimi, proteini, peptidi) ali eksogenega izvora (vitamin C/E, 
flavonoidi, karotenoidi). Lahko so encimi (glutation peroksidaza) ali neencimi (glutation), 
lahko so lipofilni (vitamin E) ali hidrofilni (vitamin C), nekateri imajo sposobnost 
obnavljanja (vitamin C/E, glutation). Pomembno je, da je reakcija z antioksidantom hitra, 
večjo učinkovitost pa dosežejo, v kolikor delujejo sinergistično. Vzajemno delovanje lahko 
predstavimo s ti. mrežo antioksidantov, kjer delovanje enega AO podpira drug AO. 
Energetsko je za telo takšen sistem ugodnejši, saj je za dosego enakih učinkov potrebna 
manjša količina AO. Pri ljudeh so ob predstavnikih AO še številne druge snovi, ki podpirajo 
delovanje antioksidativne mreže: vitamini (retinol, vit. C/E), maščobe in lipidi (omega 3 in 
6), aminoksiline in tioli (glicin), peptidi, proteini, spojine rastlinskega izvora (polifenoli), 
minerali (ioni železa, bakra) in metaboliti (sečna kislina) (7). 
 
1.4.2. Fenoli kot antioksidanti 
Pomembnejši metaboliti rastlinskega izvora so fenoli, spojine z -OH skupino na benzenovem 
obroču; fenole z dvema ali več -OH skupinami pa poimenujemo polifenoli. Njihov spekter 
delovanja obsega protimikrobno in protiglivično delovanje, preprečujejo poškodbe UV 
sevanja, kelirajo kovinske ione in imajo antioksidativno spodobnost, kjer fenolna skupina 
kot donor vodikovega atoma ali elektrona odigra ključno vlogo kot reducent. V skupino 
fenolov uvrščamo številne skupine spojin rastlinskega izvora. Najpomembnejši predstavniki 
so flavonoidi, ki se nadalje delijo na flavanole, flavanone, flavonole, flavone, antocianide in 
derivate cimetne kisline (7).  
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1.5. ANTIOKSIDANTI V IZBRANIH KOZMETIČNIH SERUMIH 
1.5.1. Tetraheksildecil Askorbat – derivat vitamina C 
Vitamin C ali askorbinska kislina je eden najpomembnejših eksogenih, vodotopnih in 
neencimskih AO pri ljudeh. Večina živali in rastlin ima sposobnost sinteze tega vitamina, 
pri ljudeh pa se je tekom evolucije izgubil encim za dokončanje biosintezne poti, zaradi česar 
moramo vitamin C vnašati s hrano. Povečano potrebo po vitaminu C imajo kadilci in 
diabetiki, priporočen dnevni vnos pa znaša okoli 90 mg. Največji vir vitamina C so sadje in 
zelenjava, nekaj se ga nahaja tudi v hrani živalskega izvora. V kolikor pa bi prišlo do 
pomanjkanja, bolezensko stanje imenujemo skorbut (1, 7, 9).  
Askorbat (slika 1) je oblika vitamina C, ki je pomemben kofaktor veliko encimov, med 
drugim tudi tistih, ki vplivajo na sintezo kolagena. Poleg sodelovanja z encimi, pa kot 
antioksidant odigra pomembno vlogo pri preprečevanju oksidativnega stresa, sinergistično 
deluje tudi z lipofilnim tokoferolom oziroma vitaminom E (1, 7, 9).  
Prooksidativno delovanje, v primeru vitamina C, je lahko posredno problematično, v kolikor 
pride do redukcije prostih železovih in bakrovih ionov, ki lahko nato vstopajo v Fentonovo 
reakcijo. To izniči antioksidativno učinkovitost vitamina C, nastali produkti pa sprožijo 
neželene reakcije, kot je lipidna peroksidacija, z neželenimi posledicami (7, 9). 
Askorbinska kislina ne predstavlja stabilnega sistema, ki bi bil učinkovit v kozmetičnih 
izdelkih in nadaljnje na koži. V ta namen se uporabljajo derivati, ki so stabilnejši in bolj 
lipofilni ter posledično primernejši za uporabo (npr. askorbilpalmitat, askorbilstearat). Ko 
derivat prodre v notranjost kože, se tam pretvori v fiziološko aktivno obliko. Tak primer je 
tudi tetraheksildecil askorbat (slika 1), eden stabilnejših, lipidotopnih derivatov vitamina C, 
ki se uporablja v kozmetičnih izdelkih proti staranju, izdelkih z antioksidanti. Deluje kot 
predzdravilo, kar pomeni, da je potrebna metabolna aktivacija. Reakcija z DPPH torej ne bo 
potekla, dokler ne nastopi cepitev esterskih vezi (1, 7, 9, 10). 
 
Slika 1: Struktura tetraheksildecil askorbata (levo) in askorbata (desno). 
Ana Krošelj  Diplomsko delo 
8 
 
1.5.2. Ekstrakt paradižnika 
Paradižnik je eden izmed najbolj znanih živil, ki poleg vsebnosti vitamina C, E, mineralov, 
polifenolov, vsebuje veliko količino likopena (slika 2), rdečega pigmenta, ki paradižniku 
daje rdečo barvo, kombinacija vseh spojin pa paradižnik umešča med antioksidativno 
učinkovito živilo. Ugodni antioksidativni učinki se odražajo v zmanjšanju oksidacije 
maščob, spodbujanju delovanja encimov in znižanju holesterola. Poleg razširjene uporabe v 
živilski industriji, je v uporabi tudi v kozmetiki, kjer ga lahko zasledimo v izdelkih proti 
staranju, v izdelkih z zaščitnim faktorjem deluje tudi protivnetno (1, 11, 12, 13). 
Likopen sodi v skupino karotenoidov, je skoraj netopen v vodi in pod zunanjimi vplivi hitro 
razpade. Po zaužitju se v manjših koncentracijah lahko zadržuje v telesu, kar opazimo kot 
oranžno – rjavo obarvanje, v večjih koncentracijah pa ima sposobnost obrambe proti UV 
žarkom. Pridobivajo ga iz lupine paradižnika z ekstrakcijo z organskimi topili (1, 12). 
 
Slika 2: Struktura likopena. 
1.5.3. EUK 134 ali Etilbisiminometilgvajakol manganov klorid  
EUK 134 je kozmetično aktivna sestavina, ki se v veliki meri uporablja v izdelkih za zaščito 
pred sončno svetlobo, saj je učinkovit v boju pred škodljivimi UVB žarki, njegovo delovanje 
pa je podobno delovanju encimov superoksid dismutaze (SOD) in katalaze, prisotnih v naših 
telesih. SOD mimetike delimo na selektivne in neselektivne, med slednje uvrščamo salene 
in metaloporfirine. EUK 134 je salenski kompleks z manganom (slika 3), kot antioksidant 
deluje proti ROS in ima enak mehanizem delovanja kot encima SOD in katalaza: odstranjuje 
superoksidni anion in vodikov peroksid. SOD namreč pretvori superoksidni anion v vodo in 
vodikov peroksid, slednjega pa odstrani katalaza (14, 15, 16, 17). 
EUK 134 ni primeren za uporabo v kombinaciji z močnimi kislinami, ki bi, zaradi prisotnega 
mangana, lahko znižale njegovo učinkovitost. Zasledimo ga lahko tudi v izdelkih, ki 
zmanjšajo pordelost na obrazu in v izdelkih za občutljivo kožo (14, 15, 16).  
 
Slika 3: Struktura EUK 134. 
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1.5.4. Tioktinska ali lipojska kislina 
Tioktinska kislina je verjetno bolj poznana kot alfa lipojska kislina, sodi med organske 
kisline, ki se poleg uporabe v kozmetični, uporablja tudi v farmacevtski industriji in 
prehranskih dopolnilih (slika 4). Pri ljudeh je naravno prisotna v mitohondrijih, sicer v 
majhnih količinah. Velik delež lahko zaužijemo preko mesa ter nekaterega sadja in 
zelenjave. Njeni učinki naj bi ugodno vplivali na bolezni srca, jeter, na potek diabetesa, kot 
antioksidant pa je v široki uporabi v kozmetiki proti staranju. Nahaja se v obliki rumenih 
kristalov in je v vodi skoraj netopna. Po antioksidativni učinkovitosti se nahaja takoj za 
vitaminom E in C (1, 18, 19, 20).  
 
Slika 4: Struktura tioktinske kisline. 
1.5.5. Resveratrol 
Resveratrol spada v skupino fenolov, natančneje med polifenole, in izkazuje zelo dobre 
antioksidativne lastnosti (slika 5). Za uporabo v industriji se nahaja v obliki belega prahu, 
skoraj netopnega v vodi, sicer pa so naravni viri resveratrola predvsem japonski dresnik, 
lupinica rdečega grozdja, jagodičevje, arašidi. V rastlinah je njegova naloga zaščita pred 
škodljivimi organizmi, pri ljudeh pa kot antioksidant zmanjšuje učinke ultravijoličnega 
sevanja, vpliva na prezgodnje staranje in pripomore k boljši obnovi ter presnovi celic. Poleg 
uporabe v kozmetiki je njegova uporaba močno razširjena v prehranskih dopolnilih, 
večinoma z namenom zmanjševanja odvečne maščobe in boja s holesterolom (1, 21, 22).  
Verjetno najbolj poznana povezava resveratrola je s »francoskim paradoksom«, kjer naj bi 
Francozi s pitjem rdečega vina izboljšali stanje svojega srca in ožilja, prav tako pa naj bi 
uživanje rdečega vina, bogatega z resveratrolom, zmanjšalo vplive staranja pri francoskih 
damah (21).  
 
Slika 5: Struktura resveratrola. 
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1.5.6. Ferulna kislina 
Ferulna kislina je v vodi slabo topna, fenolkarboksilna kislina, ki nastane iz aminokislin 
fenilalanina in tirozina (slika 6). Ima protimikrobno delovanje in v kozmetičnih izdelkih 
podpira delovanje UV filtrov, kar ji omogoča njena aromatska struktura. Kot antioksidant 
ima pomembno vlogo pri preprečevanju poškodb, povzročenih zaradi UV sevanja, v 
kombinaciji z vitaminom C in E pa ne le da sinergistično deluje v antioksidativni obrambi, 
ampak tudi poveča stabilnost teh dveh vitaminov. Najdemo jo lahko v različni zelenjavi in 
sadju, kot so banane, pomaranče, jajčevci, rdeča pesa (1).  
 
Slika 6: Struktura ferulne kisline. 
1.5.7. Skvalen 
Skvalen (slika 7) je v vodi skoraj ne topen tirterpen, prisoten v človeškem sebumu in 
predstavlja predhodnika holesterola. Naravni viri skvalena so olivno olje, amarant, odkrili 
pa so ga v olju jeter morskega psa. Prispeva k vlažnosti kože, v kozmetiki se uporablja kot 
emolient in antioksidant, vendar je problematična njegova stabilnost na zraku, kjer se 
oksidira. Pogosto pa ga zamenjujejo s skvalanom (slika 7), ki je stabilnejši, deluje okluzivno, 
vendar pa nima antioksidativnega delovanja (1). 
 
 
 
 
Slika 7: Struktura skvalana (zgoraj) in skvalena (spodaj). 
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1.6. Metoda za vrednotenje antioksidativne kapacitete: DPPH metoda 
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) je stabilen radikal v obliki vijoličnega prahu. Prosti 
elektron se nahaja na dušikovem atomu, njegova delokalizacija po molekuli pa preprečuje 
nastanek dimerov (slika 8). Raztopino DPPH lahko pripravimo v kombinaciji z različnimi 
topili, najpogostejši pa sta metanol in etanol (23).  
Metoda DPPH je stehiometrična in ena najbolj široko uporabnih, enostavnih in poceni metod 
za ugotavljanje antioksidativne kapacitete spojin in hrane. Temelji na prenosu vodikovega 
atoma oziroma elektrona iz prisotne spojine (npr. antioksidanta) na dušikov atom DPPH, 
zaradi česar se DPPH reducira in pretvori v obliko DPPH2. Vsaj eno urna inkubacija je 
potrebna, da reakcija kvantitativno poteče, spremljamo pa jo lahko tudi organoleptično.  
Vijolično obarvanje, v kolikor je prisoten antioksidant, se pretvori v svetlo rumeno, jakost 
obarvanja pa je pogojena s koncentracijo in učinkovitostjo izdelka z AO. S časom se 
koncentracija DPPH spremeni, absorbanco pa pomerimo spektrofotometrično pri valovni 
dolžini 517 nm. Rezultat nato podamo kot EC50, efektivna koncentracija spojine oz. 
antioksidanta, ki povzroči 50 % redukcijo DPPH. Nižja vrednost EC50 pomeni boljšo 
antioksidativno kapaciteto (23, 24, 25).  
Prednost metode je, poleg enostavnosti in poceni izvedbe, da je primerna za uporabo v 
vodnih kot tudi v nepolatnih organskih topili, prav tako je primerna za proučevanje 
hidrofilnih in lipofilnih antioksidantov. Neprimerna pa je za uporabo v kombinaciji s 
proteini, saj se ti v alkoholnem mediju obarijo, prav tako je DPPH občutljiv na kisik in 
svetlobo. Problem lahko nastane tudi, v kolikor proučevani serum absorbira pri enaki valovni 
dolžini kot DPPH. V kolikor se metoda uporablja za primerjanje rezultatov med seboj, je 
zato ključnega pomena, da zagotovimo enake reakcijske pogoje (23). 
 
Slika 8: Struktura DPPH. 
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1.7. Metoda za preverjanje vsebnosti fenolnih spojin: Folin – Ciocalteu 
metoda 
V kozmetičnih izdelkih z antioksidanti pogosto zasledimo tudi fenolne spojine, saj 
predstavljajo dober vir antioksidantov. Za določanje vsebnosti fenolnih spojin v izdelkih je 
v večini uporabljena kolorimetrična, UV – VIS spektrofotometrična, enostavna in poceni 
metoda po Folin – Ciocalteu. Reagent je rumene barve in predstavlja kombinacijo 
fosfovolframove in fosfomolibdenove kisline, ki se po oksidaciji s fenoli reducirata ter 
povzročita modro obarvanje. Intenzivnejše kot je modro obarvanje, več je fenolnih spojin, 
večja bo absorbanca. Reakcija lahko poteče v bazičnem okolju, kar dosežemo z dodatkom 
natrijevega karbonata. Kontrolna spojina, ki se najpogosteje uporablja pri tej metodi, je galna 
kislina (slika 9), s pomočjo katere se, po izmerjenih absorbancah pripravljenih vzorcev pri 
valovni dolžini 760 nm, izračunajo koncentracije, rezultat pa se poda kot miligram galne 
kisline na liter vzorca (mg GAE/L) (26, 27, 28).  
 
Slika 9: Struktura galne kisline. 
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2. NAMEN DELA 
Kozmetični izdelki z antioksidanti so na trgu prisotni že kar nekaj časa, kozmetični serumi, 
ki naj bi predstavljali bolj koncentrirane izdelke z antioksidanti, pa so v zadnjem času vse 
bolj priljubljeni in vse bolj uporabni, saj je zavedanje za oksidativne poškodbe na koži vse 
večje. 
Namen diplomskega dela je analizirati izbrane brezvodne kozmetične serume, jim pomeriti 
antioksidativno kapaciteto z uporabo 2,2-difenil-1-pikrilhidrazila oz. DPPH in vsebnost 
fenolnih spojin z Folin – Ciocalteu-jevo metodo.  
Izbrani izdelki bodo iste blagovne znamke, vsi bodo vsebovali vsaj eno sestavino, ki bo 
izkazovala antioksidativne lastnosti. Po pripravi vzorcev, bomo redukcijo radikala DPPH 
izmerili z mikrotitrskim čitalcem, s pomočjo dobljenih absorbanc pa bomo nato izračunali 
koncentracijo (EC50), ki je potrebna za 50 % zmanjšanje koncentracije radikalov DPPH. 
Izdelke bomo na koncu lahko primerjali med seboj in tako ugotovili, kateri je najbolj 
učinkovit v boju proti oksidativnem stresu in njegovim posledicami. Kot kontrolno spojino 
bomo uporabili alfa tokoferol oz. vitamin E. 
Nekateri izdelki vsebujejo tudi fenolne spojine, zato bomo vsem izdelkom pomerili še 
vsebnost fenolnih spojin z metodo po Folin – Ciocalteu. Pri izdelkih, ki vsebujejo fenolne 
spojine, bomo reakcijo lahko opazovali tudi organoleptično, saj se bo serum obarval modro. 
Največjo antioksidativno kapaciteto oz. najnižjo vrednost EC50 pričakujemo od vzorcev, ki 
imajo več sestavin, ki bi lahko izkazovale antioksidativne lastnosti in od tistih vzorcev, ki že 
na prvi pogled vsebujejo sestavine, poznane kot učinkovite v boju proti oksidativnemu 
stresu. Izmed vseh izbranih vzorcev pričakujemo vsebnost fenolnih spojin le v treh izmed 
petih vzorcev, sodeč po navedenih sestavinah, prisotnih v izdelku. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
3.1.1. Reagenti in topila 
o 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH); Alfa Aesar (A Johnson Matthey Company) 
o alfa tokoferol; Acrōs Organics 
o etanol 96 %; Carlo Erba Reagents (Italija) 
o Folin – Ciocalteu fenolni reagent; Merck (Nemčija) 
o natrijev karbonat; Merck (Nemčija) 
o galna kislina; Merck (Nemčija) 
o prečiščena voda 
3.1.2. Laboratorijski material 
o merilne bučke (25 mL) 
o zamašek za bučke 
o laboratorijska spatula 
o mikropipete (50 µL, Blaubrand® intraMARK) 
o parafilm M 
o pipete (1-10 µL, 100-1000 µL; Thermo Scientific, Transferpette® S) 
o nastavki za pipete (Brand®) 
o mikrocentrifugirke (1,5 mL, Eppendorf) 
o penicilinke (6 mL) 
o plastične kivete za UV – VIS spektrofotometer za enkratno uporabo Semimikro 
(1,5 mL, Brand GMBH, Nemčija) 
o mikrotiterske plošče 12 × 7 (TPP) 
3.1.3. Laboratorijska oprema 
o analitska tehtnica AG 245 (Mettler Toledo, Švica) 
o ultrazvočna kadička Sonis 3 (Iskra, Slovenija) 
o vibracijski stresalnik (Mikro+polo, Maribor, Slovenija) 
o mikrotitrski čitalec plošč (BioTek Instruments, ZDA) 
o UV – VIS spektrofotometer (Cary 50, Varian) 
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3.1.4. Izbrani serumi 
V preglednici I je navedenih 5 izbranih brezvodnih kozmetičnih serumov, ki smo jih 
uporabili za proučevanje antioksidativne kapacitete ter določanja vsebnosti fenolov. Vsi 
izdelki vsebujejo vsaj eno sestavino, od katere smo pričakovali antioksidativen učinek, prav 
tako so vsi izdelki iste blagovne znamke (The Ordinary), določeni vsebujejo tudi fenolne 
spojine. Vseh pet izdelkov je namenjenih negi obraza, nekateri pa bi bili primerni tudi za 
uporabo na laseh. Vse sestavine, ki izkazujejo antioksidativni učinek, so označene z modro, 
v kolikor vsebujejo še fenolne spojine, pa so v ležečem položaju. 
 
Preglednica I: Izbrani testirani brezvodni kozmetični serumi. 
Ime seruma št. 
seruma 
Sestavine INCI slika seruma 
Askorbil 
tetraizopalmitat 20 
% raztopina in 
vitamin F,  
The Ordinary 
1 Coconut Alkanes, Tetrahexyldecyl 
Ascorbate, Ethyl Linoleate, Coco-
Caprylate/Caprate, Simmondsia 
Chinensis (Jojoba) Seed Oil, 
Solanum Lycopersicum (Tomato) 
Fruit Extract, Squalane. 
 
 
 
 
 
 
EUK 134 0.1 %, 
The Ordinary 
2 Propanediol, 
Ethylbisiminomethylguaiacol 
manganese chloride. 
 
 
 
 
 
 
 
Alfa lipojska kislina 
5 %, The Ordinary 
 
 
 
 
 
3 Propanediol, Thioctic Acid.  
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3.2. METODE 
3.2.1. DPPH METODA 
3.2.1.1. Določanje gostote kozmetičnega izdelka 
Izbranim kozmetičnim serumom smo gostoto določali s pomočjo kapilare. Najprej smo 
stehtali prazno kapilaro, nato smo jo stehtali do oznake napolnjeno s kozmetičnim izdelkom 
in iz razlike mas dobili maso izdelka. Približno vrednost gostote izdelka smo dobili tako, da 
smo dobljeno masno delili z volumnom kapilar (50 µL). 
 
Enačba 1: Izračun gostote kozmetičnega izdelka. 
ρ= 
𝑚
𝑉
 
m – masa kozmetičnega izdelka v kapilari 
V – volumen kapilare 
 
 
 
 
 
 
Resveratrol 3 % in 
ferulna kislina 3 %, 
The Ordinary 
4 Propanediol, Resveratrol, Ferulic 
Acid. 
 
 
 
 
 
 
100 % organsko, 
deviško olje čija  
semen, The 
Ordinary 
5 Salvia Hispanica Seed Oil.  
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3.2.1.2. Določanje antioksidativne kapacitete 
 priprava osnovne in delovne raztopine DPPH 
Za pripravo delovne raztopine DPPH smo morali najprej pripraviti osnovno raztopino. V 25 
mL bučko smo približno natančno natehtali 6,90 mg DPPH, dodali etanol ter s pomočjo 
ultrazvočne kadičke razbili kristale DPPH. Ko ni bilo več prisotnih kristalov, smo z etanolom 
dopolnili do oznake in še enkrat premešali z obračanjem. Zaradi vpliva svetlobe smo bučko 
zaščitili z alufolijo.  
V drugi bučki smo nato pripravili delovno raztopino tako, da smo osnovno redčili z etanolom 
v razmerju 1:5. V 25 mL bučko smo odpipetirali 5 mL osnovne raztopine DPPH, do oznake 
dopolnili z etanolom ter premešali. Z alufolijo smo zaradi vpliva svetlobe zaščitili tudi 
delovno raztopino, ki smo jo vsak dan pripravili svežo. 
 
 priprava vzorcev 
Vseh pet vzorcev smo pripravili po enakem postopku, po 7 vzorcev za vsak izdelek. Mase 
serumov smo prilagajali glede na posamezni izdelek. Pri nekaterih serumih pa smo pripravili 
tudi slepo paralelo. 
Najprej smo v 1,5 mL mikrocentrifugirko natančno zatehtali kozmetični izdelek in s 
pomočjo predhodno izračunane gostote izdelka, izračunali volumen seruma v vzorcu.  
 
Enačba 1: Izračun volumna kozmetičnega seruma v vzorcu. 
V = 
𝑚
𝜌
 
V – volumen kozmetičnega seruma v vzorcu 
m – masa kozmetičnega seruma v vzorcu 
ρ – gostota izdelka 
 
Skupni volumen vzorca in etanola, ki smo ga uporabili kot topilo, je znašal 700 µL, kar 
pomeni, da smo količino dodanega etanola izračunali kot razliko skupnega volumna in 
volumna vzorca. Nato smo dodali še 700 µL delovne raztopine DPPH, tako da je skupni 
volumen znašal 1,4 mL. Pri vzorcih, kjer smo pripravili še slepo paralelo, smo do končnega 
volumna, namesto z raztopino DPPH, razliko do 1,4 mL dopolnili z etanolom. 
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Iz natehtanih mas izdelkov in celotnega volumna raztopine, smo izračunali še 
koncentracijo vzorcev z DPPH. 
 
Enačba 2: Izračun koncentracije vzorca z DPPH. 
c = 
𝑚
𝑉
 
V – volumen kozmetičnega seruma v vzorcu 
m – masa kozmetičnega seruma v vzorcu 
c – koncentracija vzorca z DPPH 
 
Po končani pripravi vzorcev smo mikrocentrifugirke zaščitili pred svetlobo in jih inkubirali 
90 minut pri sobni temperaturi. Vmes smo občasno vsebino premešali, po koncu inkubacije 
pa smo vzorčke premešali še s pomočjo vibracijskega stresalnika. 
 
 določanje absorbance vzorcev 
Absorbanco vzorcev smo določali s pomočjo mikrotitrskega čitalca plošč. Na mikrotitrsko 
ploščo smo najprej nanesli vzorec, kjer sta bila etanol in delovna raztopina DPPH v razmerju 
1:1. Sledili so nanosi sedmih vzorcev po naraščajoči koncentraciji izdelka, vsak vzorec pa 
smo nanesli po trikrat. Mikrotitrsko ploščo smo nato vstavili v mikrotitrski čitalec in s 
pomočjo programa GEN 5 nastavili ustrezne parametre, potrebne za meritev. Absorbanco 
smo za vse vzorce pomerili pri valovni dolžini 517 nm, končno vrednost absorbance smo 
podali kot povprečje treh meritev, volumen nanešenih vzorcev pa je bil 300 µL. V kolikor 
je serum absorbiral pri enaki valovni dolžini kot DPPH, smo za ta izdelek pomerili še slepo 
paralelo in iz razlike absorbanc izračunali končno absorbanco.  
 
Enačba 3: Izračun absorbance vzorca. 
A = A serum – A slepa 
A serum = absorbanca vzorca z DPPH 
A slepa = absorbanca slepe paralele vzorca 
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Odstotek nereduciranega DPPH, ki je ostal v vzorcu, smo izračunali iz absorbanc vzorcev 
pri določenih koncentracijah in absorbance delovne raztopine DPPH. 
 
Enačba 4: Izračun % nereduciranega DPPH v vzorcu. 
% DPPH =
A
𝐴 1
 * 100 
A – absorbanca vzorca 
A 1 – absorbanca delovne raztopine DPPH 
 
Po končanih meritvah in po izračunu potrebnih parametrov, smo v programu Excel 
(Microsoft Office 2016) narisali graf, kjer smo prikazali % nereduciranega DPPH v vzorcu 
v odvisnosti od koncentracije vzorca (c). S pomočjo dobljene enačbe premice smo lahko za 
vsak serum izračunali učinkovito koncentracijo antioksidantov (EC50), kar nam je omogočilo 
interpretacijo rezultatov, pridobljenih z metodo DPPH. EC50 predstavlja koncentracijo 
vzorca, ki je potrebna za zmanjšanje DPPH na 50 %, kar lahko opazimo organoleptično v 
spremembi barve iz vijolične do bledo rumene. V programu smo izračunali tudi standardni 
odklon (SD) in standardno napako (SE), kjer smo za izračun uporabili statistično funkcijo 
STEYX (29). Končne rezultate smo podali kot učinkovitost koncentracije antioksidantov 
(EC50) ± standardni odklon (SD), vrednosti pa smo nato primerjali med vzorci. Nižja kot je 
vrednost parametra EC50, višja je antioksidativna kapaciteta antioksidanta v določenem 
vzorcu oz. višja je antioksidativna kapaciteta kozmetičnega izdelka.  
 
Enačba 5: Izračun odklona na x - osi. 
odklon na x – osi = 
(𝑛−50−𝑆𝑇𝐸𝑌𝑋)
𝑎
 
 
Enačba 6: Enačba premice. 
y = a*x + n 
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Enačba 7: Izračun standardne napake. 
SE = √
1
(𝑛−2)
   [∑(𝑦 − ?̅? )2 − 
[(𝑥−𝑥 ̅)(𝑦−?̅?)]2
∑(𝑥−?̅?)2
]                               
n – velikost vzorca 
y – matrika ali obseg odvisnih podatkovnih točk 
?̅? –  vzorčna srednja vrednost y 
x – matrika ali obseg neodvisnih podatkovnih točk 
?̅? – vzorčna srednja vrednost x 
 
3.2.2. FOLIN – CIOCALTEU METODA 
3.2.2.1. Določanje vsebnosti fenolnih spojin 
Nekateri izmed vzorcev so vsebovali fenolne spojine, zato smo se odločili, da vzorcem 
pomerimo še vsebnost fenolnih spojin, za določitev pa smo uporabili Folin – Ciocateu-jevo 
metodo.  
 
 priprava kontrolne raztopine z galno kislino 
Galna kislina je služila kot standard, saj smo s pomočjo enačbe premice, ki smo jo dobili ob 
izrisanem grafu, lahko izračunali koncentracije vzorcev. 
Priprava kontrolne raztopine je potekala po sledečem postopku. V 10 mL merilno bučko smo 
natehtali 20 mg galne kisline in do oznake dopolnili s prečiščeno vodo. Za umeritveno 
premico smo potrebovali več koncentracij galne kisline, zato smo v petih penicilinkah 
pripravili vzorce po 10, 15, 20, 25 in 30 µL raztopine galne kisline in do 5 mL dopolnili s 
prečiščeno vodo. Po 90 minutni inkubaciji smo pripravljenim vzorcem in slepemu vzorcu 
brez galne kisline pomerili absorbanco pri valovni dolžini 760 nm z UV – VIS 
spektrofotometrom. Iz izmerjenih absorbanc smo narisali graf absorbance (A) v odvisnosti 
od koncentracije (c).  
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 priprava vzorcev kozmetičnih izdelkov 
Vsebnost fenolnih spojin smo preverili v vseh petih izbranih kozmetičnih serumih, tako da 
smo 30 µL vzorca dodali 5 mL prečiščene vode in 300 µL Folin – Cicalteu reagenta, po treh 
minutah pa smo dodali še 600 µL natrijevega karbonata. Po 90 minutni inkubaciji pri sobni 
temperaturi smo vzorcem pomerili absorbanco pri valovni dolžini 760 nm.  
Slep vzorec smo pripravili po enakem postopku, le da smo volumen vzorca nadomestili s 
prečiščeno vodo. S pomočjo enačbe premice, dobljene iz grafa galne kisline in izmerjenih 
absorbanc vzorcev, smo lahko izračunali koncentracije vzorcev. V kolikor je bila dobljena 
absorbanca v območju do 1, je koncentracija vzorca ustrezala, v nasprotnem primeru pa smo 
koncentracijo prilagodili z redčenjem s prečiščeno vodo. Večja kot je izračunana 
koncentracija galne kisline, več fenolnih spojin vsebuje serum. 
 
Enačba 8: Enačba premice galne kisline. 
y = 0,1988x + 0,0108                  R² = 0,9987 
Enačba 9: Izračun koncentracije vzorcev.. 
c = 
𝐴−0,0108
0,1988
 
y = A = absorbanca vzorca 
x = c = koncentracija vzorca 
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4. REZULTATI 
Petim izbranim kozmetičnim serumom smo določali antioksidativno kapaciteto in vsebnost 
fenolnih spojin. Izbor izdelkov je temeljil na njihovih sestavinah, med katerimi je morala 
biti vsaj ena takšna, za katero smo predvidevali, da izkazuje antioksidativne lastnosti. 
Najprej smo z metodo DPPH določili efektivno koncentracijo antioksidanta EC50, rezultat 
pa podali kot EC50 ± SD. Sledilo je še preverjanje vsebnosti fenolnih spojin v vzorcih z 
uporabo Folin – Ciocalteujevo metode, kjer smo po izračunu koncentracij lahko ocenili 
vsebnost fenolnih spojin v vzorcu. 
 
4.1. REZULTATI DPPH METODE 
4.1.1. Alfa tokoferol 
Rezultati v preglednici II, III in na sliki 10 se nanašajo na kontrolni vzorec alfa tokoferola. 
V preglednici II so podane mase natehtanega izdelka in njihove koncentracije v raztopini, 
izmerjena povprečna vrednost absorbanc od treh meritev ter odstotki nereduciranjega DPPH. 
Slika 10 prikazuje graf določanja koncentracije EC50, preglednica III pa prikazuje izračunane 
vrednosti EC50, STEYX, SD in končni rezultat EC50 ob upoštevanju SD. 
 
Preglednica II: Natehtane mase, izračunane koncentracije, povprečne vrednosti absorbanc 
in % nereduciranega DPPH za kontrolni serum alfa tokoferol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
m izdelka [mg] c [mg/mL] A % nereduciranega DPPH 
0 0 0,78 100 
6,26 3,13 0,745 95,47 
8,33 4,17 0,741 95,04 
12,5 6,25 0,699 89,66 
16,67 8,34 0,674 86,45 
25 12,5 0,594 76,15 
33,3 16,65 0,521 66,84 
50 25 0,366 46,92 
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Slika 10: Graf določanja EC50 kontrolnega vzorca alfa tokoferola. 
Preglednica III: Izračunane vrednosti EC50, STEYX, SD, odklon na x – osi in končni 
rezultat ob upoštevanju SD. 
EC50 [mg/mL] STEYX SD Odklon na x – osi [mg/mL] EC50 ± SD [mg/mL] 
24,243 1,621 0,74 23,498 24,243 ± 0,74 
 
 
 
 
4.1.2. Serum 1 
Rezultati v preglednici IV, V in na sliki 11 se nanašajo na serum Askorbil tetraizopalmitat 
20 % raztopina in vitamin F (ti. Serum 1). V preglednici IV so podane mase natehtanega 
izdelka in njihove koncentracije v raztopini, izmerjena povprečna vrednost absorbanc od 
treh meritev ter odstotki nereduciranjega DPPH. Slika 11 prikazuje graf določanja 
koncentracije EC50, preglednica V pa prikazuje izračunane vrednosti EC50, STEYX, SD in 
končni rezultat EC50 ob upoštevanju SD. 
 
 
 
 
Ana Krošelj  Diplomsko delo 
24 
 
Preglednica IV: Natehtane mase, izračunane koncentracije, povprečne vrednosti 
absorbanc in % nereduciranega DPPH za serum 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 11: Graf določanja EC50 za serum 1. 
 
Preglednica V: Izračunane vrednosti EC50, STEYX, SD, odklon na x - osi in rezultat ob 
upoštevanju SD. 
 
m izdelka [mg] c [mg/mL] A % nereduciranega DPPH 
0 0 0,785 100 
5,5 3,93 0,698 88,87 
10 7,14 0,630 80,30 
20,7 14,79 0,529 67,43 
30,8 22,00 0,448 57,11 
40,9 29,21 0,373 47,56 
51,5 36,79 0,306 38,98 
59,7 52,64 0,256 32,65 
EC50 [mg/mL] STEYX SD Odklon na x – osi [mg/mL] EC50 ± SD [mg/mL] 
28,908 3,878 2,469 26,440 28,908 ± 2,469 
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4.1.3. Serum 2 
Rezultati v preglednici VI, VII in na sliki 12 se nanašajo na serum EUK 134 0.1 % (ti. Serum 
2). V preglednici VI so podane mase natehtanega izdelka in njihove koncentracije v 
raztopini, izmerjena povprečna vrednost absorbanc od treh meritev ter odstotki 
nereduciranega DPPH. Slika 12 prikazuje graf določanja koncentracije EC50, preglednica 
VII pa prikazuje izračunane vrednosti EC50, STEYX, SD in končni rezultat EC50 ob 
upoštevanju SD. 
 
Preglednica VI: Natehtane mase, izračunane koncentracije, absorbance in % 
nereduciranega DPPH za serum 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 12: Graf določanja EC50 za serum 2. 
m izdelka [mg] c [mg/mL] A serum A slepa Δ A % nereduciranega DPPH 
0 0 0,877 0,040 0,836 100 
59,76 42,69 0,860 0,089 0,771 92,19 
74,855 53,47 0,854 0,097 0,758 90,59 
89,69 64,06 0,864 0,109 0,755 90,28 
104,61 74,72 0,861 0,123 0,738 88,20 
119,625 85,45 0,873 0,140 0,733 87,64 
135,235 96,60 0,865 0,152 0,714 85,33 
150,085 107,20 0,863 0,164 0,699 83,58 
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Preglednica VII: Izračunane vrednosti EC50, STEYX, SD, odklon na x - osi in rezultat ob 
upoštevanju SD. 
 
4.1.4. Serum 3 
Rezultati v preglednici VIII, IX in na sliki 13 se nanašajo na serum Alfa lipoična kislina 5 
% (ti. Serum 3). V preglednici VIII so podane mase zatehtanega izdelka in njihove 
koncentracije v raztopini, izmerjena povprečna vrednost absorbanc od treh meritev ter 
odstotki nereduciranjega DPPH. Slika 13 prikazuje graf določanja koncentracije EC50, 
preglednica IX pa prikazuje izračunane vrednosti EC50, STEYX, SD in končni rezultat EC50 
ob upoštevanju SD. 
 
Preglednica VIII: Natehtane mase, izračunane koncentracije, absorbance in % 
nereduciranega DPPH za serum 3. 
 
 
 
 
 
EC50 [mg/mL] STEYX SD Odklon na x – osi [mg/mL] EC50 ± SD [mg/mL] 
337,827 0,697 4,775 333,053 337,827 ± 4,775 
m izdelka [mg] c [mg/mL] A serum A slepa Δ A % nereduciranega DPPH 
0 0 0,882 0,04 0,842 100 
40,3 28,80 0,602 0,041 0,561 81,46 
49,65 35,46 0,594 0,043 0,551 80,06 
61,45 43,89 0,581 0,042 0,540 78,36 
75,52 53,94 0,587 0,042 0,545 64,66 
89,96 64,26 0589 0,045 0,544 64.58 
106 75,71 0,549 0,045 0,504 59,87 
120 85,69 0,531 0,044 0,487 57,86 
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Slika 13: Graf določanja EC50 za serum 3. 
 
Preglednica IX: Izračunane vrednosti EC50, STEYX, SD, odklon na x – osi in rezultat ob 
upoštevanju SD. 
 
4.1.5. Serum 4 
Rezultati v preglednici X, XI in na sliki 14 se nanašajo na serum Resveratrol 3 % in ferulna 
kislina 3 % (ti. Serum 4). V preglednici X so podane koncentracije vzorca v raztopini, 
izmerjena povprečna vrednost absorbanc od treh meritev ter odstotki nereduciranjega DPPH. 
Mase niso navedene, saj smo zaradi dobre antioksidativne kapacitete ustrezne koncentracije 
pridobili z redčenjem. 4,52 mg vzorca smo raztopili v 5 mL etanola in redčili sedemkrat. 
Slika 14 prikazuje graf določanja koncentracije EC50, preglednica XI pa prikazuje 
izračunane vrednosti EC50, STEYX, SD in končni rezultat EC50 ob upoštevanju SD. 
 
 
EC50 [mg/mL] STEYX SD Odklon na x – osi [mg/mL] EC50 ± SD [mg/mL] 
94,75822 3,216977 6,3753 88,38292 94,75822 ± 6,3753 
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Preglednica X: Izračunane koncentracije, izmerjene absorbance in % nereduciranega 
DPPH za serum 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 14: Graf določanja EC50 za serum 4. 
Preglednica XI: Izračunane vrednosti EC50, STEYX, SD, odklon na x – osi in rezultat ob 
upoštevanju SD. 
 
c [mg/mL] A % nereduciranega DPPH 
0 0,688 100 
0,04 0,596 86,67 
0,05 0,564 81,97 
0,08 0,518 75,33 
0,11 0,463 67,33 
0,16 0,381 55,40 
0,22 0,318 46,29 
0,32 0,231 33,64 
EC50 [mg/mL] STEYX SD Odklon na x – osi [mg/mL] EC50 ± SD [mg/mL] 
0,212 4,820 0,024 0,189 0,212 ± 0,024 
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4.1.6. Serum 5 
Rezultati v preglednici XII, XIII in na sliki 15 se nanašajo na serum 100 % organsko, deviško 
olje čija  semen (ti. Serum 5). V preglednici XII so podane mase zatehtanega izdelka in 
njihove koncentracije v raztopini, izmerjena povprečna vrednost absorbanc od treh meritev 
ter odstotki nereduciranjega DPPH. Slika 15 prikazuje graf določanja koncentracije EC50, 
preglednica XIII pa prikazuje izračunane vrednosti EC50, STEYX, SD in končni rezultat 
EC50 ob upoštevanju SD. 
 
Preglednica XII: Natehtane mase, izračunane koncentracije, izmerjene absorbance in % 
nereduciranega DPPH za serum 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
m izdelka [mg] c [mg/mL] A % nereduciranega DPPH 
0 0 0,659 100 
2,18 1,56 0,661 100,2 
5,11 3,65 0,566 85,79 
8,06 5,76 0,478 72,45 
10,64 7,60 0,398 60,36 
11,96 8,54 0,378 57,33 
15,05 10,75 0,373 56,57 
20,12 14,37 0,246 37,31 
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Slika 15: Graf določanja EC50 za serum 5. 
Preglednica XIII: Izračunane vrednosti EC50, STEYX, SD, odklon na x- osi in rezultat ob 
upoštevanju SD. 
 
 
4.2. REZULTATI FOLIN – CIOCALTEU METODE 
Vsebnost fenolnih spojin v serumih smo preverjali s pomočjo Folin – Ciocalteu-jeve metode, 
kot kontrolni vzorec pa smo uporabili galno kislino. S pomočjo enačbe premice galne kisline 
in izmerjenih absorbanc serumov smo lahko izračunali koncentracije serumov, kar nam je 
dalo podatek o vsebnosti fenolnih spojin (preračunano na galno kislino). Višja kot je bila 
koncentracija seruma, več fenolnih spojin vsebuje serum. 
 
4.2.1. Galna kislina 
Preglednica XIV prikazuje volumne, koncentracije in izmerjene absorbance galne kisline, ki 
smo jo uporabili kot kontrolni vzorec. Na sliki 16 je prikazan graf absorbanc (pri 760 nm) v 
odvisnosti od koncentracij za galno kislino, na sliki 17 pa lahko vidimo spremembo v barvi, 
ki je posledica naraščajoče koncentracije galne kisline. S pomočjo podatkov iz enačbe 
premice smo v nadaljevanju lahko izračunali koncentracije fenolnih spojin v serumih. 
 
EC50 [mg/mL] STEYX SD Odklon na x – osi [mg/mL] EC50 ± SD [mg/mL] 
11,132 4,655 1,02 10,124 11,132 ± 1,02 
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Preglednica XIV: Volumni vzorcev, izračunane koncentracije in izmerjene absorbance 
galne kisline. 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 16: Graf absorbanc v odvisnosti od koncentracij za galno kislino. 
Slika 17: Laboratorijski vzorci iz poskusa - slepi vzorec in naraščajoče koncentracije galne 
kisline. 
Serum V [µL] c [mg/L] A  
slepa  0 0 
1. 10 2 0,4375 
2. 15 3 0,5935 
3. 20 4 0,8051 
4. 25 5 0,9966 
5. 30 6 1,2082 
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4.2.2. Serumi 
Preglednica XV prikazuje volumne, koncentracije in izmerjene absorbance (pri 760 nm) 
vseh 5 serumov, katerim smo preverjali vsebnost fenolnih spojin. Koncentracijo smo 
izračunali s pomočjo enačbe premice galne kisline, ki smo jo uporabili kot kontrolni vzorec, 
na sliki 18 pa lahko vidimo razliko v barvi med vzorci. 
 
Preglednica XV: Volumni vzorcev, izračunane koncentracije in izmerjene absorbance vseh 
5 serumov. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 18: Laboratorijski vzorci pri poskusu s Folin – Ciocalteu metodo. 
 
 
 
 
 
 
 V [µL] c [mg GAE/L] A  
slepa  0 0,1142 
Serum 1 30 -0,00855 0,0091 
Serum 2 30 0,17857 0,0463 
Serum 3 30 3,304 0,6677 
Serum 4 30 32,8697 0,9443 
Serum 5 30 0,5201 0,0408 
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5. RAZPRAVA 
5.1. Primerjava rezultatov izbranih brezvodnih serumov s standardom 
 
Slika 19: Primerjava vrednosti EC50 kontrolne spojine in izbranih serumov. 
Izbrani serumi so imeli vsaj eno sestavino, ki naj bi izkazovala antioksidativne lastnosti, z 
izjemo seruma 1, ki je imel tri takšne sestavine, pri nobenem serumu pa sicer nismo vedeli 
količinske sestave. Nižja kot je vrednost EC50, boljšo antioksidativno kapaciteto ima serum. 
Najučinkovitejši z vidika antioksidativnega delovanja je tako serum 4, najmanj pa serum 2, 
ki izrazito odstopa od ostalih. Alfa tokoferol, ki je služil kot kontrola, prav tako izkazuje 
dobre antioksidativne lastnosti. Grafični rezultat je na sliki 19. 
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5.2. Primerjava rezultatov vsebnosti fenolnih spojin v serumih. 
 
 Slika 20: Vsebnost fenolnih spojin v serumih. 
Na sliki 20 lahko vidimo grafični prikaz vsebnosti fenolnih spojin v serumih. Vsebnost je 
izražena kot koncentracija preračunana na maso galne kisline v serumih, kjer ima najvišjo 
koncentracijo serum 4, se pravi, vsebuje največ fenolnih spojin. Serum 1 ima negativno 
vrednost, kar je verjetno posledica eksperimentalne napake. Višja kot je vrednost, več 
fenolnih spojin serum vsebuje. Glede na spremembo barve v modro, smo vsebnost lahko 
zaznali tudi organoleptično, obarvala pa sta se le seruma 3 in 4. 
 
5.3. Serum 1 
Serum 1, askorbil tetraizopalmitat 20 % raztopina in vitamin F, z EC50 ± SD = 28,908 ± 
2,469 mg/mL, je edini izmed vseh izbranih serumov vseboval tri sestavine s potencialno 
antioksidativnim delovanjem, in sicer askorbil tetraizopalmitat, derivat vitamina C, ekstrakt 
paradižnika in skvalen. Dobljena vrednost EC50 je pričakovana, vendar ne najnižja med 
vsemi izbranimi serumi, kot bi morda pričakovali. Največji doprinos k visoki antioksidativni 
kapaciteti ima najverjetneje ekstrakt paradižnika. Derivat vitamina C je sicer lipofilnejši kot 
vitamin C, vendar z DPPH ne daje reakcije, saj je najprej potrebna metabolna aktivacija 
(preko hidrolize estra). Zaradi svoje lipofilnosti in po hidrolizi estra pa bi, po prehodu v 
kožo, izkazoval še boljše lastnosti in nudil boljšo antioksidativno zaščito. Skvalen se v 
kozmetičnih izdelkih sicer uporablja kot emolient in antioksidant (1), vendar pa je 
dokazovanje njegove antioksidativne kapacitete odvisno od uporabljene metode, s katero 
preverjamo antioksidativne lastnosti.  
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V primeru metode z DPPH ne daje reakcije in ne izkazuje antioksidativne kapacitete (30). 
Prav tako je potrebno izpostaviti, da je v izbranem serumu prisoten skvalan, nadomestek 
skvalena, ki je bolj stabilen, deluje okluzivno, a ne izkazuje antioksidativnih lastnosti (1).  
Rezultat koncentracije Folin – Ciocalteu metode je za serum 1 negativen,  -0,00855 mg/L, 
preračunano na galno kislino, absorbanca pri 760 nm pa je med vsemi vzorci najnižja, in 
sicer 0,0091. Serum, sodeč po rezultatu, ne vsebuje fenolnih spojin, negativen rezultat pa je 
verjetno posledica eksperimentalne napake. V kolikor je bila ekstrakcija izvedena z uporabo 
organskih topil (npr. heksana), se polifenoli, zaradi netopnosti v heksanu, niso ekstrahirali, 
posledično to vpliva na količino polifenolov v izdelku. Količinsko sestavo bi sicer lahko 
preverili npr. z uporabo HPLC metode skupaj z uporabo ustreznih standardov. 
Če primerjamo vrednosti EC50 izbranega vzorca z alfa tokoferolom, katerega vrednost znaša 
24,243 ± 0,74 mg/mL, je rezultat zadovoljiv, saj je alfa tokoferol značilen, že dolgo časa v 
uporabi in učinkovit antioksidant. Izbran serum 1 je torej primeren za uporabo z namenom 
zmanjšanja oksidativnega stresa in posledic, povzročenih zaradi UV svetlobe. 
 
5.3. Serum 2 
EUK 134 0.1% je ena izmed dveh sestavin, ki se nahajata v tem izdelku (propanediol je 
prisoten za uravnavanje viskoznosti). EUK 134 je edina sestavina, ki izkazuje 
antioksidativne lastnosti, vrednost EC50 ± SD pa znaša 337,827 ± 4,775 mg/mL. Posledica 
takšnega rezultata je dejstvo, da EUK 134 ni reducent, da bi lahko reagiral z DPPH in izkazal 
antioksidativno kapaciteto. Sodi med SOD mimetike, ki imajo sposobnost odstranjevanja 
ROS in posledično antioksidativno delovanje. Za ugotavljanje SOD aktivnosti pa bi morali 
uporabiti drugačno metodo, najbolj razširjena je indirektna Fridovich metoda. Temelji na 
principu spremembe absorbance pri valovni dolžini 550 nm (v minuti) v prisotnosti in v 
odsotnosti SOD mimetika. Definirana je kot koncentracija, ki je potrebna za zmanjšanje 
redukcije citokroma c za 50 %, spremembo pa lahko detektiramo s pomočjo UV – VIS 
spektrofotometra. Citoktom c predstavlja tarčno molekulo, ki ga superoksidni anion 
reducira, posledica redukcije je povišanje absorbance pri valovni dolžini 550 nm.  
Prisotnost molekule (npr. SOD mimetika), ki je sposobna reagirat s superoksidnim anionom 
omogoča, da je citokrom c zavarovan pred redukcijo. V reakcijski zmesi je prisotna še 
katalaza, ki omogoča odstranitev vodikovega peroksida, ki bi lahko reagiral s kovinskim 
ionom in povzročil nastanek hidroksilnega radikala (17).  
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Dobljena koncentracija polifenolov po Folin – Ciocalteu znaša 0,17857 mg/L, preračunano 
na galno kislino, izmerjena absorbanca pa 0,0463 pri 760 nm, kar odraža dejstvo, da serum 
ne vsebuje fenolov, saj nižja kot je vrednost, manjša je verjetnost, da serum vsebuje fenole, 
ali pa je rezultat posledica koordinativno vezanega mangana v EUK, ki ga je v izdelku 
verjetno zelo malo, kar mu prepreči reagiranje. 
Serum 2 ima med vsemi izbranimi serumi najnižjo vrednost absorbance oz. koncentracije 
fenolov po Folin – Ciocalteu metodi ter najvišjo vrednost EC50, zaradi česar ga lahko, glede 
na redukcijske sposobnosti DPPH in dokazovanja antioksidativne kapacitete, opredelimo kot 
najslabšega med vsemi izbranimi analiziranimi serumi. 
 
5.4. Serum 3 
Serum 3 predstavlja 5 % alfa lipojsko kislino, ki prav tako vsebuje le še propanediol za 
uravnavanje viskoznosti. Tako je lipojska kislina edina, ki izkazuje antioksidativne lastnosti, 
izmerjena vrednost EC50 ± SD znaša 94,75822 ± 6,3753 mg/mL, kar je v primerjavi s 
kontrolnim alfa tokoferolom, katerega vrednost znaša 24, 243 mg/mL, višje. 
Vrednost koncentracije in izmerjene absorbance pri 760 nm z uporabo Folin – Ciocalteu 
metode je 3,304 mg/L, preračunano na galno kislino, in 0,6677. Tudi pri tem vzorcu sta 
vrednosti relativno nizki, kar bi posledično pomenilo, da serum vsebuje malo ali nič fenolnih 
spojin, vendar je glede na ostale vzorce vrednost vseeno višja, prav tako pa smo lahko opazili 
modro obarvanje analiziranega vzorca, s čimer lahko potrdimo prisotnost fenolnih spojin ali 
pa morebiti reakcijo z lipojsko kislino. 
Serum 3 bi bil, glede na vrednost EC50, zadovoljiv pri obrambi proti oksidativnim 
posledicam, po literaturi sodeč v učinkovitosti nasledi vitamin E in C. Ta kislina se v manjših 
koncentracijah nahaja tudi v našem telesu in sodeluje v antioksidativni obrambi. Glede na 
izmerjeno vrednost EC50, v primerjavi z ostalimi izdelki, je po učinkovitosti ne bi uvrstili 
takoj za vitaminom E ali C, vendar ne smemo izključiti možnosti sinergističnega delovanja 
izdelka z ostalimi antioksidanti v antioksidativni mreži v našem telesu, ki bi skupaj lahko 
dosegali obetavnejše rezultate. Serum 3 se od ostalih serumov loči tudi po drugačnem, 
ostrejšem vonju. 
5.5. Serum 4 
Serum 4 predstavlja kombinacijo treh sestavin, propanediola, ferulne kisline in resveratrola. 
Resveratrol in ferulna kislina izkazujeta antioksidativne lastnosti, kar je lahko razlog za 
nizko vrednost EC50 ± SD, ki znaša 0,212 ± 0,024 mg/mL.  
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Med vsemi izbranimi brezvodnimi kozmetičnimi serumi ima ta serum, sodeč po izmerjeni 
vrednosti, najvišjo antioksidativno kapaciteto. Vrednost je celo nižja od kontrolnega alfa 
tokoferola, kar pomeni, da je v antioksidativni obrambi serum 4 zelo učinkovit. Dobljen 
rezultat tudi ne preseneča, saj ima alfa tokoferol le eno fenolno –OH skupino, v primerjavi 
s prisotnima polifenoloma, prav tako pa ima alfa tokoferol relativno veliko molekulsko 
maso. Za nizko vrednost EC50 sta torej odgovorna resveratrol in ferulna kislina, oba sta tudi 
polifenola, zaradi česar je dobljena vrednost koncentracije po Folin – Ciocalteu metodi 
najvišja med vsemi serumi, tj,. 32,8697 mg/L, prepračunano na galno kislino, absorbanca pa 
0,9443 pri 760 nm. Visoki vrednosti torej pomenita, da je serum bogat s polifenolnimi 
spojinami, kar smo lahko opazili tudi v zelo močnem modrem obarvanju analiziranega 
seruma, ki smo ga morali, da smo bili v merilnem območju metode do absorbance 1,1 pri 
760 nm, redčiti za faktor sedem. 
Resveratrol je eden izmed najbolj poznanih spojin, ki mu lahko pripišemo ugodne 
antioksidativne lastnosti, tudi dodana ferulna kislina pripomore k učinkovitost, zato 
vrednosti ne presenečajo. Ta serum je tako najprimernejši za uporabo proti oksidativnem 
stresu in preprečevanju negativnih posledic, povzročenih zaradi UV sevanja. 
 
5.6. Serum 5 
V serumu 5 je edina sestavina 100 % organsko, deviško olje čija semen, ki je bogato z omega 
3 maščobnimi kislinami (predvsem alfa linolesnko kislino), palmitinsko, oleinsko kislino, 
antioksidanti, vitamini in minerali (31, 32, 33). Vir antioksidantov v olju predstavljajo 
miricetin, kvercetin, kemferol, klorogenska kislina in kofeinska kislina (33, 34). Po dobljeni 
vrednosti EC50 ± SD 11,132 ± 1,02 mg/mL, je zelo učinkovito v boju proti oksidativnim 
poškodbam. Večina olja sestavlja alfa linolenska kislina, esencialna maščobna kislina, kateri 
pripisujejo veliko pozitivnih lastnosti, med drugim tudi protivnetne lastnosti (31, 33). Poleg 
uporabe v kozmetiki, pa je to olje zaradi ugodnih učinkov na metabolizem, imunski in živčni 
sistem, v široki uporabi tudi v prehrani (31, 33). 
Koncentracija po Folin – Ciocalteu metodi znaša 0,5201 mg/L, preračunano na galno kislino, 
absorbanca pri 760 nm pa 0,0408. Vrednosti sicer ne namigujeta na visoko vsebnost 
polifenolnih spojin, serum se prav tako ni obarval modro.  
Izdelek je, sodeč po vrednosti EC50, zelo dober za uporabo proti oksidativnemu stresu. 
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6. SKLEP 
Vsem petim izbranim brezvodnim kozmetičnim serumom smo pomerili antioksidativno 
kapaciteto in vsebnost fenolnih spojin. Glede na dobljene rezultate smo ugotovili sledeče: 
 Vseh pet izdelkov je vsebovalo vsaj eno sestavino z antioksidativnimi lastnostmi, 
vendar pa je način antioksidativnega delovanja dokaj različen. 
 Za serum 1 smo, zaradi 3 potencialnih antioksidativnih učinkovin (derivata 
vitamina C, ekstrakta paradižnika in skvalana), pričakovali nižjo vrednost EC50, 
a se je izkazalo, da k antioksidativni kapaciteti prispeva le ekstrakt paradižnika. 
 Serum 2 ne reducira DPPH, saj prisotni EUK 134 ni reducent, posledično nima 
antioksidativne kapacitete in je zaradi tega vrednost EC50 visoka, lahko pa je zelo 
učinkovit SOD mimetik, vendar tega nismo dokazovali. 
 Za serum 5 smo pričakovali višjo vrednost EC50, vendar je olje chia semen bogato 
s spojinami, ki izkazujejo antioksidativne lastnosti (miricetin, kvercetin, 
kemferol, klorogenska kislina, kofeinska kislina), kar je prispevalo k nižji 
vrednosti EC50. 
 Serumi 1, 2 in 5 ne vsebujejo fenolnih spojin. Za serum 1 smo zaradi prisotnega 
ekstrakta paradižnika pričakovali vsebnost polifenolov, vendar je od 
ekstrakcijskega topila, ki ga ne poznamo, odvisno, kaj se ekstrahira (lahko se je 
ekstrahiral le likopen, polifenoli pa ne).  
 Seruma 3 in 4 vsebujeta fenolne spojine, prav tako smo vsebnost lahko zaznali 
organoleptično zaradi spremembe barve v modro. 
 Serum 4 je izmed vseh izbranih serumov izkazoval najboljše rezultate, tako pri 
antioksidativni kapaciteti (najnižja vrednost EC50), kot pri količini prisotnih 
fenolnih spojin. 
 
Vsi izbrani serumi so bili primerni za analizo izbranih parametrov, z izjemo seruma 2, pri 
katerem bi bilo smiselno preveriti še SOD aktivnost. Zanimivo bi bilo analizirati tudi 
kvantitativno sestavo, npr. z ustrezno kromatografsko tehniko (HPLC) in uporabo ustreznih 
standardov, vključili pa bi lahko tudi podobne izdelke drugih blagovnih znamk in rezultate 
primerjali med seboj.  
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8. PRILOGE 
8.1. Priloga 1 
Preglednica XVI: V preglednici so navedene mase prazne kapilare, mase kapilare, 
napolnjene z vzorcem, izračunana razlika mas, volumen kapilare in izračunana gostota 
vzorca, za vsak serum posebej. 
 
serum\ parameter m prazna [mg] m polna [mg] Δ m [mg] V kapilara [mL] ρ [g/mL] 
1. 313,5 353,6 40,1 0,05 0,802 
2. 318,52 371,99 53,47 0,05 1,069 
3. 312, 88 366,47 53,59 0,05 1,072 
4. 333,11 387,87 54,76 0,05 1,095 
5. 327 373,80 46,8 0,05 0,936 
